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RESUME

En intégrant cette étude dans un contexte d’écologie du stress, I’objectif général de cette
thése est d’une part d’évaluer I’exposition et les effets des éléments traces métalliques
(ETMs) et du parasitisme chez le mulot sylvestre (Apodemus sylvaticus) et d’autre part de
contribuer au développement de marqueurs d’exposition et d’effets toxiques non létaux. Au
cours de trois sessions de capture, des individus ont été collectés sur 30 sites localisés autour
de I’ancienne fonderie de Metaleurop Nord (Nord — Pas-de-Calais) répartis le long d’un
gradient de contamination sur une zone de 40 km? polluée en cadmium (Cd) et en plomb (Pb).
Les concentrations en Cd et Pb ont été mesurées dans les organes cibles (foie et reins) et dans
les poils des mulots. Différents biomarqueurs d’effets toxiques létaux et non létaux ont
également été mesurés. Le nombre important de mulots prélevés (n = 886) a permis d’étudier
I’influence des caractéristiques individuelles (age et sexe) et des caractéristiques paysageres
sur les réponses des biomarqueurs. Les résultats indiquent que les concentrations en ETMs
des animaux vivant sur les sites les plus contaminés s’aveérent significativement plus
importantes que celles mesurées sur les autres sites. En outre, plus de 25% des mulots
provenant des sites les plus pollués présentent des concentrations supérieures aux seuils
toxiques et ont donc un risque accru de développer des pathologies (cedemes, cancers). Par
ailleurs, cette étude révele également que I’accumulation des ETMs chez le mulot est
influencée par les caractéristiques individuelles (age et sexe), par 1’occupation des sols et
qu’elle varie en fonction de la session de capture. De plus, les résultats montrent que les
concentrations en ETMs (dans les organes et dans les sols) et les caractéristiques paysageres
modulent les prévalences de certains parasites. En effet, la richesse parasitaire augmente chez
les individus les plus exposés aux ETMs. Ces concentrations influencent également les
différents biomarqueurs d’effets 1étaux (indices somatiques, altérations histologiques) et non
létaux (condition corporelle, hématologie) évalués. Ces résultats illustrent donc I'intérét du
développement de biomarqueurs non létaux pour I’évaluation des effets toxiques des ETMs.
Les animaux avec les concentrations en ETMs les plus élevées présentent des atteintes au
niveau individuel (diminution de la condition corporelle et variation des indices somatiques),
au niveau tissulaire (apparition de Iésions hépatiques et rénales) et au niveau cellulaire
(variation de certains parametres hématologiques). Cependant, étant donné les effets
potentiels du parasitisme sur la santé de la faune sauvage, les liens de causalité entre la
présence d’ETMs et les atteintes observées sont discutables. Ce travail de these souligne
I’intérét des approches multi-stress dans le cadre de I’évaluation de la santé de la faune
sauvage.

Mots clés : écotoxicologie, éléments traces métalliques, parasitisme, faune sauvage,
mulot sylvestre, multi-stress, méthodes non létales, bioaccumulation, effets toxiques,
biomarqueurs, zoonoses, caractéristiques paysageres, condition corporelle, indices
somatiques, hématologie, histologie, caractéristiques individuelles.






ABSTRACT

By integrating this study in a stress-ecology framework, the aim of this thesis is to assess
exposure and effects of trace metals (TMs) and parasitism on wood mouse (Apodemus
sylvaticus) and to contribute to the development of non-lethal exposure and toxicity markers.
During three trapping sessions, individuals were collected from 30 sites located around the
former smelter Metaleurop Nord (Nord-Pas-de-Calais) along a gradient of contamination over
a 40 km? area polluted by cadmium (Cd) and lead (Pb). Concentrations of Cd and Pb were
measured in the target organs (liver and kidneys) and in the hair of mice. Different lethal and
non-lethal biomarkers of toxic effects were also measured. The large number of sampled mice
(n = 886) allowed to study the influence of individual characteristics (age and sex) and
landscape features on the biomarker responses. The results indicate that the concentrations of
TMs in animals living on the most contaminated sites are significantly higher than those
measured on other sites. In addition, more than 25% of the mice trapped on the most polluted
sites present TMs concentrations above toxicity thresholds and therefore have an increased
risk of developing pathologies (edema, cancer).This study also reveals that the accumulation
of TMs in wood mice is influenced by individual characteristics (age and gender) and
landscape features and varies according to the trapping session. In addition, results show that
the concentrations of TMs (both in organs and in soils) and landscape characteristics modulate
the prevalence of some parasites. Parasite richness increases in individuals most exposed to
TMs. These concentrations also influence the different lethal (somatic indices, histological
alterations) and non-lethal (body condition, hematology) biomarkers of effects assessed.
These results illustrate the importance of non-lethal biomarkers development for the
evaluation of TMs toxic effects. Animals with the highest TMs concentrations presented
adverse effects at the individual level (decreased body condition and changes in somatic
indices), at the tissular level (increased liver and kidney damages) and at the cellular level
(variation of some hematological parameters). However, given the potential effects of
parasitism on animals’ health, the causal links between the presence of TMs and observed
alterations are questionable. This work emphasizes the importance of multi-stress approaches
in wildlife’s health assessment.

Keywords: ecotoxicology, trace metals, parasitism, wildlife, wood mouse, multi-stress,
non-lethal methods, bioaccumulation, toxic effects, biomarkers, zoonoses, landscape features,
body condition, somatic indices, hematology, histology, individual characteristics.
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Avant propos

1 Intégration de la these dans les thématiques de recherches de 'UMR

Ce travail de these s’inscrit dans la continuité de certains axes des travaux de recherches
menés par I’UMR Chrono-Environnement, notamment dans la compréhension du
fonctionnement des écosystemes. Cette thématique de recherche comprend, entre autres
objectifs, la définition des mécanismes d’interactions et de transferts en fonction de I’impact
anthropique, a tous les niveaux d’organisation et a différentes échelles de temps et d’espace.
Cette approche permet de mettre en évidence les effets de 1’anthropisation sur les réponses
fonctionnelles des biogéosystemes en termes de régulations, de flux, de rdle des interfaces, de
cyclicité et de contamination. Dans ce contexte, une partie des membres du laboratoire
développe depuis 1995 des travaux de recherche dans le domaine de 1’écotoxicologie. Apres
avoir étudié la biodisponibilité, les transferts et les effets de nombreux polluants (métaux
lourds, radioéléments, substances organiques) dans des chaines alimentaires sols - plantes -
escargots en conditions controlées (puis sur le terrain grace a I’utilisation de microcosmes),
I’équipe a élargi le champ de ses activités de recherche a 1’étude du devenir et des effets des
polluants au niveau des réseaux trophiques étudiés in situ. Plus précisément, la présente these,
fait suite a différents travaux menés au laboratoire qui ont permis de développer des
approches originales sur les vertébrés (modeles peu étudiés jusqu’a récemment en
écotoxicologie) et notamment les micromammiferes (rongeurs tels que mulots et campagnols
et insectivores tels que musaraignes) et les oiseaux (programme STARTT 2006-2009).
L’ensemble de ces travaux de recherche a apporté des données essentielles pour la
modélisation des transferts et des effets des métaux dans les réseaux trophiques et le
développement d’outils de surveillance et d’évaluation du risque environnemental. Le présent
projet, visant a comprendre I’exposition et les mécanismes d’effet de polluants métalliques et
du parasitisme chez des micromammiferes et contribuant au développement d’outils non

létaux d’évaluation des risques environnementaux, s’inscrit dans la continuité de ces travaux.



2 Financement de la thése

L’allocation de recherche (3 ans de salaire) a été financée conjointement par le Conseil
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I Introduction générale

1 Contexte général

1.1 Historique et objectifs de I'écotoxicologie

L'écotoxicologie est généralement décrite comme « la science des contaminants dans
la biosphere et de leurs effets sur les constituants de la biosphere, y compris les humains »
(Newman, 2001). Cette science pluridisciplinaire récente est fondée sur un rapprochement de
deux domaines de recherches majeurs, I’écologie et la toxicologie (Rattner, 2009). C’est en
1969 que René Truhaut, toxicologue francais, introduit le terme « écotoxicologie » comme
extension logique de la toxicologie, et décrit cette science comme I’étude des effets
écologiques des polluants (Truhaut, 1977).

L’histoire et le développement de I’écotoxicologie ont notamment été gouvernés, au cours
du XX*™ siecle, par l'utilisation de produits chimiques, parfois a outrance, par les accidents
industriels et écologiques majeurs, par les intoxications humaines et par les avancées de la
recherche dans le domaine de la toxicologie humaine (Rattner, 2009). Parmi les désastres
écologiques les plus tristement célebres, nous pouvons nommer, entre autres exemples, la
fusion du réacteur nucléaire de Chernobyl en 1986, qui exposa 1’atmosphere et
I’environnement autour du réacteur aux radioéléments, ou citer le naufrage pétrolier de
I’ Exxon Valdez en 1989, qui causa la mort de 100 000 a 300 000 oiseaux marins et de 2 800 a
4 000 mammiferes marins (Albers, 2003; Jessup et Leighten, 1996). Aujourd’hui, grace aux
outils dont elle dispose, I’écotoxicologie vise a comprendre les mécanismes de contamination
des écosystemes par les polluants directement ou indirectement toxiques (Cairns, 1988;
Koeman, 1982). Elle cherche également a prévoir les impacts potentiels d’une pollution sur
un écosysteme donné ou sur des especes non ciblées (Hoffman et al, 1995).

Un polluant est défini comme étant une substance naturelle ou artificielle que 'homme a
introduite dans un milieu ou elle était absente (ou présente en quantité différente). Les
polluants, suivant leur nature, peuvent €tre répartis en trois catégories. La premiere catégorie
correspond aux pollutions dites « physiques » qui incluent la chaleur, la radioactivité, le bruit
et la pollution lumineuse. La deuxiéme catégorie est celle des pollutions dites « chimiques »,
qui comprennent les pesticides (DDT), de nombreux polluants organiques (dioxines, furanes,
PCB...), les hydrocarbures, les détersifs et tensioactifs, les maticres euthrophisantes, les
éléments traces métalliques (ETMs), les perturbateurs endocriniens et les médicaments et

cosmétiques (Shore et Rattner, 2001). Enfin, la troisieme catégorie inclut les polluants ou
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L. Introduction générale

« stress » considérés comme de nature biologique, les toxines algales et bactériennes, les
germes pathogenes et les parasites.

L’objectif fondamental de 1’écotoxicologie est 1'étude des polluants toxiques dans les
écosystemes et la biosphere toute entiere (Ramade, 2007). Pour évaluer la toxicité des
nombreux polluants présents dans I’environnement, cette science utilise de multiples mesures
d'exposition et parametres d'effets (Shore et Rattner, 2001). L’ensemble de ces marqueurs se
situent a différents niveaux d’organisations biologiques allant de 1’échelle moléculaire, avec
par exemple, I’étude des effets des radiations ionisantes sur I’ADN, jusqu’a 1’échelle de la
communauté, avec les études de dynamique et de structure des communautés (Figure I.1). Le
choix du niveau d’organisation sera donc dépendant des hypotheses scientifiques a tester. Les
différents niveaux d’organisation biologique impliquent également des niveaux différents
d’organisation spatiale et temporelle, qu’il s’agit de prendre en compte en écotoxicologie

(Lidicker, 2007).

Ecosystéeme

Biosphere

Population

Cellule

‘Tissu

Figure 1.1 Niveaux d’organisation biologiques étudiés en écotoxicologie
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1.2 Del’écotoxicologie vers I’écologie du stress

L’intérét de I’écotoxicologie, comme vu précédemment, est d’étudier les mécanismes
conduisant les toxiques a altérer le fonctionnement des individus, ainsi que les conséquences
potentielles a 1’échelle populationnelle, communautaire et/ou écosystémique. Pour ce faire, de
nombreuses études de laboratoire ont été réalisées en conditions contrdlées. Ces études ont
permis d’évaluer les effets d’un polluant ou d’un groupe de polluants a divers niveaux
d’organisation biologique. Ces tests, appelés « tests d’écotoxicité », comprennent un large
éventail de méthodes qui dépendent du niveau d’organisation considéré ou de la durée
d’exposition, et qui permettent de relier la concentration d’un polluant ou d’un groupe de
polluants a des effets toxiques sur une (tests monospécifiques) ou plusieurs especes (tests
plurispécifiques) (Shore et Rattner, 2001). Les parametres écotoxicologiques issus de ces tests
(NOEC (No Observed Effect Concentration), EC50 (Effective Concentration) par exemple)
peuvent ensuite €tre utilisés afin d’extrapoler les risques li€s a la présence de contaminants sur
des sites pollués. Les résultats de I’ensemble des tests réalisés sur différents taxons peuvent
également étre utilisés afin de modéliser et prédire la proportion de taxons a risque au sein
d’un réseau trophique en fonction des concentrations d’un polluant. En d’autres termes, ces
méta-analyses permettent de déterminer des concentrations seuils afin d’assurer la survie
d’une partie des taxons du réseau trophique (généralement 90% ou 95% des taxons). C’est le
principe de I’approche « Species sensitivity distribution » décrite par Posthuma et al (2002)

(Figure 1.2).

100% —
?Ciﬂroncmus tentans
90% O Stenocypris malcolmsoni
Cerjgdaphnia reticulata
80%
" Otesocyclops hyalinus
8 70% — och orus‘sﬁhaencus
] " OMoina macrocopa
& 60% S
< Daphtia carinata
5 50% eliodiaptomus viduus
=] Oz nhia Bl
aphia pulex
S 40% — ‘
8. Ceriodaphnia dubia
& 30% - /0 Copepoda
“-Daphnia magna
> -
8 20%
g § M?li_na"\rrasia
£ o =—10% e Simogephalus serrulatus
S =T onbicia
= ~Hyalella azteca
g3 0% 7 | T | |
= S 0.00 0.0 0.10 1.00 10.00 100.00

Cadmium Concentration (mg/L)

Figure 1.2 Graphique de SSD montrant la distribution des CLs, pour différentes especes d'arthropodes exposés
au Cd (Conditions expérimentales: eau a 15°C, exposition 48-72h). Les intervalles de confiance a 95% sont
représentés par des lignes pointillées. Les données ont été obtenues a partir de la base de données ECOTOX de 1'US

EPA (Posthuma et al, 2002).
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Cependant, I’extrapolation des résultats de tests d’écotoxicité, fiables et reproductibles en
conditions contrOlées, a des contextes environnementaux complexes, peut poser probleme
(van Gestel et van Straalen, 2008). Une étude récente a par exemple mis en €vidence des
différences de sensibilité chez des animaux d’une méme espece soumis a une contamination
en cadmium (Cd), dont une partie de la population provenait d’un élevage en laboratoire et
I’ autre partie était prélevée sur le terrain (Salinska et al, 2013). Les auteurs ont montré que les
campagnols roussatres (Clethrionomys glareolus) sauvages, ramenés en laboratoire, étaient
plus sensibles aux concentrations de Cd contenues dans la nourriture que les individus qui
provenaient de 1’élevage. De méme, les campagnols sauvages présentaient plus d’altérations
histologiques dans le foie et les reins (Salinska et al, 2013). Ce phénomene peut Etre expliqué
par le fait que dans leur milieu naturel, les animaux sont soumis a de multiples sources de
stress. En effet, les contaminants potentiellement non toxiques peuvent le devenir dans des
conditions environnementales dégradées; I’altération de I’habitat ou les quantités de
ressources alimentaires peuvent notamment jouer un role important sur la toxicité des
polluants (Shore et Rattner, 2001).

Dans des conditions environnementales réalistes, certains stress, selon leurs origines,
peuvent étre considérés comme naturels. Nous appellerons « stress naturels » 1’ensemble des
stress qui ne sont pas directement induits par 1’activité humaine : fluctuation de ressources
alimentaires, prédation, climat, parasitisme... D’autres stress, induits par I’impact direct des
sociétés humaines sur I’environnement, seront appelés « stress anthropiques » dans ce
document : pollution, fragmentation du paysage, changement d’occupation du sol,
surexploitation des ressources... Des analogies entre effets des polluants et perturbations
naturelles sont possibles car les réponses des organismes face a ces deux types de stress
peuvent &tre similaires (Forbes et Forbes, 1994). 11 apparait donc primordial, en
écotoxicologie, d’évaluer de la maniere la plus réaliste possible les effets de la pollution sur
les écosystemes dans des conditions « environnementales pertinentes ». Cette approche dérive
de I’approche « systémique » qui se propose d’étudier les écosystemes dans leur ensemble, de
facon interdisciplinaire, a différents niveaux d’organisation biologique et a plusieurs échelles
de temps et d’espace (Giraudoux et al, 2007). Les études de terrain permettent d’obtenir, par
rapport aux expériences réalisées sous conditions controlées, des données plus pertinentes
mais qui sont également souvent plus difficiles d’interprétation en raison de la variabilité
importante de la contamination des milieux, de 1’exposition des organismes et de leurs
multiples réponses biologiques. Cette approche consiste donc a étudier in situ la

biodisponibilité, le transfert et/ou les effets des polluants sur les organismes en intégrant un
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certain nombre de facteurs pouvant interagir. Il est nécessaire de considérer le systeme étudié
dans son ensemble et d’étudier les variables potentiellement impliquées les phénomenes
observés. Ceci revient a étudier les animaux dans leur milieu naturel, en prenant en compte
I’état initial du systeme (état physiologique des animaux étudiés et état initial de
I’environnement), afin de discriminer les effets li€s aux polluants des effets imputables aux
stress ou aux fluctuations naturels. C’est le principe de I’approche globale, aussi appelée par
certains auteurs évaluation « intégrée » du risque, ou encore « écologie du stress » (van den
Brink, 2008; van Gestel et van Straalen, 2008; van Straalen, 2003).

En parallele de ces approches «intégratrices », il apparait également primordial
d’intégrer la notion temporelle dans I’étude de 1’exposition et des effets des polluants sur les
écosystemes. En effet, les tests de toxicité en laboratoire permettent une évaluation fiable des
effets néfastes des polluants dans le cas de toxicités aigiies ou sub-aigiies, mais ne rendent pas
(ou peu) compte des effets écotoxiques liés a des contaminations chroniques (notamment a
cause des contraintes techniques et financieres liées aux manipulations de laboratoire). Dans
le cadre des expérimentations de terrain, les prélevements d’animaux pour des études
écotoxicologiques est 1étal dans la majorité des cas, et ne permet pas le suivi temporel des
effets néfastes des polluants sur la santé des organismes étudiés. De méme, la capture 1étale
d’un certain nombre d’individus peut perturber la dynamique des populations étudiées, surtout
si les prélevements sont réalisés de maniere répétée (mensuellement ou saisonnierement par
exemple) sur les mémes sites. Ces prélevements peuvent potentiellement provoquer des effets
biologiques sur les populations étudiées qui peuvent se conjuguer de maniere complexe avec
les effets des contaminants, rendant hasardeuse I’interprétation des résultats au regard de la
pollution. Les perspectives de recherches en écotoxicologie doivent donc intégrer le besoin
croissant de suivis de long terme pour I’évaluation de la santé des écosystemes. Les méthodes

non-létales constituent une des approches possibles pour cela.
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1.3 Le développement des méthodes non létales en écotoxicologie

Aujourd’hui, I’exposition des polluants est traditionnellement mesurée dans les tissus
cibles, ce qui implique le prélevement d’organes et donc le sacrifice des individus étudiés.
Cependant, des approches non-1étales peuvent étre envisagées pour obtenir des informations
relatives a la contamination des individus. Ces approches peuvent par exemple reposer sur
I’échantillonnage non 1étal de tissus animaux comme les phaneres (poils, plumes, écailles,
griffes...) (Beernaert et al, 2007), le sang (Rogival et al, 2006) ou encore de déchets
abandonnés par les animaux comme les feces (Dauwe et al, 2000) et les pelotes de
régurgitation (Newton et al, 1994). Les concentrations en contaminants mesurées dans ces
échantillons sont généralement bien corrélées a 1’exposition, voire aux concentrations internes
des organismes, ce qui permet une évaluation non létale des teneurs internes en polluants. Les
prélevements de cheveux et de poils, par exemple, sont couramment utilisés chez les humains
(Li et al, 2011) et dans les €élevages d’animaux domestiques (Nageeb Rashed et Soltan, 2005).
De méme, certains échantillons non létaux, par exemple les préléevements sanguins, peuvent
étre utilisés afin d’obtenir des informations sur 1’état de santé des individus. Les problemes
liés aux prélevements létaux ont été identifiés depuis longtemps par les écologues travaillant
sur les relations entre 1’état de santé des individus et les dynamiques des populations ou des
communautés (Norrdahl et Korpimaki 2002; Norrdahl et al, 2004). Ils ont donc, entre autres,
développé divers marqueurs morphologiques, généralement appelés indices de condition
corporelle, qui évitent le sacrifice des animaux (Schulte-Hostedde et al, 2005).

Outre les problemes limitant I’interprétation scientifique des résultats, les captures 1€étales
posent également des questions d’ordre éthique. Méme si la société occidentale a une
conception utilitariste des animaux, le rapport de la société aux animaux a largement évolué

eéme

depuis le milieu du XX siecle et de nombreuses mesures en matiere d’éthique médicales et
vétérinaires ont €t€ mises en place. En 1959, en France, apparait dans le code pénal « le cas de
mauvais traitements des animaux domestiques et sauvages », décret n°59-1051 du 7
septembre 1959 (http://legifrance.gouv.fr). La loi n°63-1143 du 19 novembre 1963 créé le
délit d'acte de cruauté, qui prévoit la remise de I'animal a une ceuvre en cas d’acte barbare
(http://legifrance.gouv.fr). En 1976, pour la premiere fois dans I'histoire, 1'article 9, de la loi
du 10 juillet, reconnait a I’animal sa nature d'étre sensible « [...] Tout animal, étant un étre
sensible, doit étre placé par son propriétaire dans des conditions compatibles avec les

impératifs biologiques de son espece [...]» (http://legifrance.gouv.fr). L'animal a donc le droit

de ne pas souffrir inutilement et de ne pas €tre mis a mort sans nécessité. En 1992, la
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1égislation évolue encore, le 1égislateur marque la distinction qui s'impose entre 1'animal " étre
vivant " et les autres biens de nature matérielle (http.//legifrance.gouv.fr). De plus, une
limitation légale est apportée au droit de propriété des animaux; les maitres doivent se
comporter envers leurs animaux selon une éthique sanctionnée par la loi pénale.

La réglementation spécifique a 1’utilisation des animaux dans un cadre scientifique a
également largement évoluée ces dernieres années. En 1986, la convention européenne sur la
protection des animaux vertébrés utilisés a des fins expérimentales ou a d'autres fins
scientifiques (CEE86/609) a été signée (http://legifrance.gouv.fr). En 2005, le décret
d’application 2005-265 impose la création d’un comité national de réflexion sur
I’expérimentation animale qui réunit I’ensemble des comités d’éthique locaux ou régionaux
(http://legifrance.gouv.fr). En 2010, la Directive Européenne UE2010/63, mettant en place de
nouvelles dispositions plus contraignantes pour 1’utilisation d’animaux en recherche
biomédicale, est publiée, avec pour objectif d’améliorer leur protection
(http://legifrance.gouv.fr). En 2013, par I’application de cette Directive, la réglementation
francaise évolue encore afin de garantir un plus haut niveau de respect de la sensibilité
animale dans le cadre des expérimentations scientifiques (http://legifrance.gouv.fr).
Dorénavant, le recours aux animaux pour la recherche et I’enseignement est encadré par un
important dispositif réglementaire. La France conditionne ’utilisation des animaux a des fins
scientifiques a une autorisation préalable du projet par le Ministere de 1’Enseignement
Supérieur et de la Recherche. Cette autorisation s’appuie sur la conformité a la réglementation
en vigueur et sur I’avis du Comité d’Ethique (obligatoire) dont dépend 1’ établissement ou sont
conduites les études. La démarche éthique permet également de mettre en place des regles de
conduite et des recommandations qui contribuent a Réduire le nombre d’animaux utilisés,
Remplacer les expériences par des méthodes alternatives et Raffiner les techniques (regle des
3R, Russel et Burch, 1959). Au dela des textes réglementaires, 1’utilisation des animaux est
également soumise a de multiples pressions. Parmi elles, la pression croissante des citoyens
ou des éditeurs scientifiques vis-a-vis de I’éthique en matiere d’expérimentation scientifique.
Dans ce contexte, le développement de méthodes non-létales apparait comme indispensable
pour les futures études écotoxicologiques, autant du point de vue scientifique que du point de

vue éthique.
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2 Les animaux et le stress

D’un point de vue neurophysiologique, le stress est défini comme 1’ensemble des réponses
d’un organisme aux contraintes environnementales. L’agent stressant, le « stresseur », est
I’évenement induisant ces réponses (Romero, 2004). Le stress met en jeu le systéme nerveux
sympathique (par exemple libération d’adrénaline, de noradrénaline..

.) (Figure 1.3).

.) et le complexe

hypothalamo-hypophysaire (cortisol, corticoides..
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Figure 1.3 Cascade des réponses de 1'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien sous 1’application d’un stress.
(Romero, 2004). Un facteur de stress aigu est détecté par le cortex du cerveau qui envoie un signal neuronal a
I'hypothalamus. L'hypothalamus envoie alors un signal hormonal a 1'hypophyse (Pituitary), qui envoie a son tour un
signal hormonal a la glande surrénale (Adrenal) ou interrénale (Interrenal) (selon 1'espéce) pour libérer des
glucocorticoides (GCs). Les GCs ont de multiples effets qui sont modulés par des protéines transportées dans le sang
(transcortine ou CBG en anglais) et deux récepteurs différents (de type I et de type II). Une boucle de rétroaction
négative se met également en place pour arréter la libération de GCs. Si le stress persiste et que les GCs restent élevés,

la boucle de rétroaction négative cesse de fonctionner et les effets chroniques néfastes causés par les GCs commencent.
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Si I’organisme dispose de suffisamment d’énergie, le stress va induire un phénomene de
compensation avec un retour a 1’équilibre dynamique, ’homéostasie, qui permet le maintien
des constantes physiologiques (Romero, 2004). Si le stress surpasse les capacités de retour a
I’équilibre dynamique, I'individu rentre dans un état de détresse (Figure 1.4). Cet état est
notamment rencontré en milieu naturel dans le cas de stress dits « non physiologiques », pour
lesquels, la mobilisation des ressources métaboliques est importante (protection de territoire,
recherche de partenaire sexuel, résistance au parasitisme...). Dans ce cas, si le stress perdure,
une atteinte des fonctions biologiques primaires est observée, induisant des effets potentiels

sur la santé de 1’organisme.

Dépenses :
-50% métabolisme basal
- 25% travail musculaire
- 15% Thermorégulation
- 10% travail digestif
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I'équilibre S .
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Figure 1.4 Schéma simplifié de I’action d’un stress sur I’équilibre homéostatique.
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2.1 La pollution aux ETMs

Les éléments traces métalliques (ETMs) sont définis comme des substances non
biodégradables, appartenant a la famille des métaux et présentes naturellement en faibles
concentrations dans la crotte terrestre (fond pédo-géochimique) (Figure 1.5, Shore et Rattner,
2001). Les ETMs sont considérés comme des polluants lorsqu’ils sont mobilisés et concentrés
par les activités humaines dans des matrices qui peuvent causer des dommages
environnementaux (Shore et Rattner, 2001). Sur certains sites pollués, a cause des activités
humaines, les concentrations de certains ETMs ont augmenté de plusieurs ordres de
grandeurs. Ceci est principalement dii a I’exploitation de mines et aux activités métallurgiques
inhérentes, 1’incinération des déchets, 1’extraction et la raffinerie et la combustion de pétrole
et de gaz (Shore et Rattner, 2001). Certains ETMs, appelés oligo-éléments, sont dits
« essentiels » car ils participent a certains processus cellulaires (zinc, magnésium, calcium...).
Cependant, lorsque leur apport est inadéquat, I’homéostasie n’est plus respectée, et ces
éléments peuvent devenir toxiques a des concentrations excessives. Inversement, ils peuvent
provoquer des carences a des concentrations insuffisantes. D’autres ETMs sont dits « non
essentiels » car ils ne possedent pas de fonction biologique connue (sauf a I’état d’ultra-trace
pour certains d’entre eux et chez certains organismes). Ils peuvent induire des effets toxiques

lorsque leurs concentrations dépassent les capacités d’excrétion ou de détoxification de

I’organisme.
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Figure 1.5 Tableau périodique de Mendeleiev. En rouge sont indiqués les éléments considérés comme les plus
toxiques pour 1'homme et l'environnement (Source: http://www.senat.fr/rap/l00-261/100-26150.html - ADEME,

retombées atmosphériques des métaux en France).
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Les pollutions environnementales en ETMs induisent une multitude de réponses
biologiques a tous les niveaux d’organisation biologique, depuis des altérations moléculaires
jusqu’a la perte d’intégrité des écosystemes, en passant par les effets sur la santé des
individus. L’ impact néfaste des ETMs sur la santé animale est étudié depuis la fin du X VII™
siecle (Calvert, 1876 ; Grinell, 1894). De nombreux signaux d’alerte (« early-warning
signals » en anglais) ou « biomarqueurs » ont été développés afin de refléter les atteintes
biologiques a ces différents niveaux (Bickham et al, 2000; Mussali-Galante et al, 2013). Un
biomarqueur est défini comme un changement observable et/ ou mesurable au niveau
moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révele
I’exposition présente ou passée d’un individu a au moins une substance chimique a caractere
polluant (Lagadic et al, 1997). Certains marqueurs vont informer sur le transfert et
I’accumulation de polluants (concentrations dans les organes cibles, dans les feces et
phaneres...), d’autres vont donner une indication de la réponse physiologique (libération
d’hormones, battements cardiaques, comportement...). Enfin, d’autre marqueurs vont
permettre d’évaluer les effets néfastes a plus ou moins long terme (lésions tissulaires, impact
sur la reproduction, perte de poids...). Comme les réponses biologiques sont tres variées, le
type de biomarqueur sélectionné pour une étude va dépendre du niveau d’organisation
biologique considéré (Figure 1.1, Figure 1.6).

Environmental metal exposure

 Mewl ) [ ———————\ . o \
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Figure 1.6 Biomarqueurs les plus utilisés afin d’étudier les réponses toxiques aux ETMs a différents niveaux
d’organisation biologique. MN = Micronuclei, CA = Chromosome Aberrations, SNPs = Single Nucleotide

Polymorphisms. (Mussali-Galante et al, 2013).
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Le niveau d’organisation va également conditionner 1’échelle de temps considérée (de la
réponse instantanée, avec les variations de taux hormonaux, a la réponse a long terme avec le
développement de pathologies ou le déclin de populations). Plus le niveau d’organisation sera
faible, plus le marqueur sera spécifique au toxique étudié et plus les liens de causes a effets

entre toxique et réponse observée seront évidents (Figure 1.7, Mussali-Galante et al, 2013).

BIOLOGICAL ORGANIZATION

LEVEL
- Biomarker specificity - Biomarker specificity
decreases Ecosystem increases
Community

- More difficult to assess - Easier to assess
causes-effect Population causes-effect
relationships relationships

Individual
; . Cellular .
- Increasing ecological - Mechanistic relevance
relevance Molecular increases
-Time scale increases -Time scale decreases

Figure 1.7 Spécificités des biomarqueurs a prendre en compte lors de leur utilisation en tant que biomarqueurs

d’effets de la pollution en fonction des différents niveaux d’organisation biologiques. (Mussali-Galante et al, 2013)
2.1.1 Lecadmium

Parmi les ETMSs non essentiels se trouve le cadmium (Cd), un métal blanc et mou, souvent
présent en tant qu’impureté dans les minerais d’autres métaux, notamment de zinc (Zn). Ses
utilisations principales incluent la production de batteries (70%), la production de pigments
(13%), les revétements de surface (8%), la stabilisation (notamment pour le PVC) (7%) et les
alliages (2%). En 1996, Furness estimait que 30 000 tonnes de Cd étaient introduites
annuellement dans I’environnement par les activités humaines (Furness, 1996). Dans un
environnement non contaminé, les concentrations en Cd dans le sol sont généralement tres
faibles (< 1ug/g de sol). Lors d’émission de particules de Cd dans 1’atmosphere, celles-ci sont
retenues et accumulées dans les sols et les plantes, elles peuvent alors étre retrouvées dans les
écosystemes terrestres (Shore and Rattner, 2001). Le Cd biodisponible est principalement
transféré le long des réseaux trophiques par inhalation et par I’ingestion de nourriture
contaminée (Shore and Rattner, 2001). Comme le taux d’excrétion du Cd incorporé dans
I’organisme est généralement supérieur a celui de 1’ingestion, les mammiferes et les oiseaux

accumulent le Cd contenu dans leurs ressources alimentaires tout au long de leur vie dans les
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organes cibles (foie et reins) (Cooke et Johnson, 1996). Peu d’études ont mis en évidence des
effets directs du Cd sur la faune sauvage. Cependant, les principaux effets observés incluent
des anémies, des retards de développement des gonades, des gonflements articulaires, un
aspect « écailleux » de la peau, une réduction de la croissance ainsi que des dommages aux
reins et au foie (Shore and Rattner, 2001). Le rein est d’ailleurs considéré comme I’organe le
plus sensible a la toxicité chronique du Cd. Quand les concentrations dépassent certains seuils
(compris entre 100 et 200ug/g de masse fraiche chez les mammiferes et les oiseaux), les
metallothionéines (MTs), protéines liant les métaux et impliquées dans la protection contre la
toxicité des ETMs, ne peuvent plus assurer leur fonction et plusieurs pathologies peuvent étre
observées. Parmi les néphropathies les plus couramment observées, nous pouvons citer la
nécrose cellulaire des tubules ou une protéinurie (présence de protéines dans les urines), signe

d’un dysfonctionnement rénal (Cooke and Johnson, 1996; Wren et al, 1995).

2.1.2 Leplomb

Le Pb est un métal gris bleuatre et malléable naturellement présent dans la crofite terrestre
avec une concentration moyenne de 1,6g pour 100kg de sol (Pain, 1995). Méme si son
utilisation était déja courante il y a plusieurs millénaires, les concentrations en Pb dans
certains milieux urbains contaminés sont aujourd’hui 3 a 4 fois supérieures a celles de
I’époque préindustrielle. De plus, les particules de Pb émises dans 1’atmosphere peuvent &tre
transportées sur de longues distances et contaminer les milieux ruraux généralement plus
éloignés des sources d’émissions (Pain, 1995). Les pollutions importantes en Pb observées
aujourd’hui proviennent de son utilisation massive au cours du XX siecle (dans ’essence,
les batteries, les pigments, le calfeutrage et la construction de batiments). Dans les années 80,
environ 4 millions de tonnes de Pb étaient raffinées annuellement (Eisler, 1988). Les
principales sources de contamination pour I’environnement proviennent de I’exploitation
minicre, de la fonte et du raffinage du Pb et d’autres métaux, de I’émission de gaz
d’échappement des véhicules ainsi que des industries impliquées dans la production,
I’utilisation ou le recyclage du Pb. Avec les restrictions internationales en matiere d’utilisation
du Pb, les sources de contamination ont largement été réduites au cours des dernieres
décennies. Cependant, le Pb déposé dans le sol peut étre transféré vers les plantes par
absorption racinaire (Rutter and Russell-Jones, 1983). Il est ensuite transféré le long des
réseaux trophiques principalement par ingestion d’aliments contaminés dans les écosystémes
terrestres (Shore et Rattner, 2001). Chez les vertébrés, les particules de Pb circulent dans le

systeme sanguin avant d’étre déposées dans le foie, les reins ainsi que les os (Shore et Rattner,

23



I Introduction générale

2001). Les études menées en laboratoire et sur le terrain ont mis en évidence de multiples
effets toxiques chez les mammiferes : cécité, atteintes histopathologiques dans le foie et les
reins, hémorragies, anorexie, anémie, inhibition de I’activit¢ de la Aminoevulinate
Dehydratase (ALAD), réduction de la masse cérébrale (avec apparition de potentielles
pathologies), manque de coordination, convulsions, perte de motricité, hyperactivité, troubles
du sommeil, effets sur la reproduction (avec une augmentation de la mortalité foetale) ainsi

qu’une diminution de I’espérance de vie (Eisler, 1988; Ma, 1996; Pain, 1995).

2.2 Les organismes pathogenes

En plus des effets néfastes potentiels induits par la pollution, les animaux sauvages
doivent faire face a de nombreux facteurs de stress naturels (parasitisme, fluctuation de la
disponibilité des ressources alimentaires, prédation, compétition intra- ou inter-spécifique ou
encore variations du climat). La faune est soumise a de multiples maladies dont 1’origine peut
étre infectieuse (virale, bactérienne...) ou parasitaire (protozoaires, nématodes...). Dans ce
manuscrit, le terme de parasitisme est utilisé au sens large et inclut I’ensemble des organismes
vivant aux dépens d’un ou plusieurs autres organismes (hotes) dont ils peuvent altérer la
santé. Les parasites, peuvent étre répartis en trois catégories : les ectoparasites qui vivent a la
surface (pou) ou dans I’épiderme (sarcopte) de I’hdte, les mésoparasites qui occupent les
cavités naturelles, reliées au milieu extérieur de leur hote (poumons, tube digestif, vessie,
voies génitales) et les endoparasites qui vivent dans des microbiotopes déconnectés du milieu
extérieur (organes, systéme circulatoire et lymphatique, cellules). Afin d’assurer sa pérennité,
le parasite est amené a subir des transformations au cours de son cycle biologique. Différents
acteurs interviennent au cours de ce cycle : I’hote définitif (HD) qui héberge la forme adulte
ou sexuée du parasite, un ou plusieurs hétes intermédiaires (HI) potentiels qui hébergent la
forme larvaire ou non sexuée (il assure la maturation et/ou la multiplication du parasite), des
hotes facultatifs ou auxiliaires : les vecteurs (agents transmetteurs des parasites), les réservoirs
de parasites (hotes qui hébergent un parasite a potentialit€ pathogene tout en restant bien
portants et qui constituent une source de diffusion du parasite). La contamination des parasites
se fait par la voie orale (alimentation), cutanée (et/ou muqueuse), transcutanée (piqlires ou
blessures) ou aérienne (inhalation). La diffusion des formes de résistance et/ou de
contamination se fait par les voies digestive, urinaire, aérienne ou cutanée (y compris
muqueuses). La transmission des parasites est dépendante de nombreux facteurs biotiques

(age ou sexe des animaux, prédisposition génétique, densité de population, présence de
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vecteurs, ressources alimentaires...) et abiotiques (climat, qualité de I’habitat...) (Figure L.8,

Meerburg et al, 2009).

Human
susceptibility
(varies over time)

v

Rodent susceptibility

Vectors (e.q., genetic
predisposition)

A 4

Climate ™ Pathogen status » # of rodent Jl E])fsease burclie? )

Tl /' infections 7| human popuiation
Rodent density " D;stance_ s >.<'
/' humans/animals »| Disease burdenin
v animals
Food availability
v
Habitat quality Other host Predator/rodent Rodent prevention
species control influence influence

Figure 1.8 Modéele simplifié présentant les multiples facteurs qui peuvent intervenir dans la transmission des

parasites chez les rongeurs (Meerburg et al, 2009).

Le parasitisme constitue un facteur important de régulation chez les populations de
mammiferes sauvages (Borgsteede, 1996). Selon le type de parasite considéré, les effets sur la
santé animale peuvent étre divers et, en fonction de leur virulence, les parasites peuvent
provoquer une mort directe ou indirecte des individus, modifier les comportements ou
provoquer un large panel de symptomes plus ou moins graves (Borgsteede, 1996). Parmi les
parasites, les maladies infectieuses sont la deuxieme cause de mortalité humaine dans le
monde et environ les deux tiers d'entre elles sont des zoonoses (définies comme des maladies
transmissibles a ’homme par les animaux) (Cleaveland et al, 2001; OMS, 2013). Par leur
capacité a se propager dans les populations humaines (grippe, choléra) ou a se maintenir dans
des réservoirs animaux (fievre hémorragique, peste porcine), les zoonoses ont un impact
significatif sur la santé publique, l'agriculture et la faune sauvage (Cleaveland et al, 2001;
Daszak et al, 2001; Kruse et al, 2004). En France, ces maladies sont responsables de 5 % des
déces humains chaque année (Institut national de veille sanitaire, InVS, 2012). La liste
nationale des zoonoses prioritaires, potentiellement transmises par les rongeurs, comprend la
brucellose, I’hydatidose, la leptospirose, la maladie de Lyme, la fievre Q, la tularémie, les
infections par des hantavirus, la rage, la toxoplasmose et la fievre du Nil occidental (InVS,
2012). Ces zoonoses sont considérées soit comme les plus largement répandues, soit comme
ayant une incidence élevée sur la mortalité ou provoquant des cofits élevés pour le systeme de

25



I Introduction générale

santé publique en raison de leur prévention ou de leur traitement (Epstein et al, 2009). L’étude
des prévalences, chez la faune sauvage, des pathogenes responsables de zoonoses apparait
donc comme une priorité afin d’anticiper et de limiter la transmission de ces maladies chez les

humains.

2.3 Interactions entre différents stress

Lorsque certains individus vivent dans des conditions défavorables (dégradations
environnementales, stress anthropiques), 1'énergie allouée aux fonctions biologiques primaires
est plus faible (Figure 1.4). Elle peut potentiellement conduire a une plus faible
immunocompétence, une baisse de la condition physique et donc a une fitness (définie comme
la capacité a transmettre ses genes) plus faible (Beldomenico et al, 2008; Borgsteede, 1996;
Mgller et al, 2000; Pedersen et Greives, 2008). Comme les défenses antiparasitaires sont liées
a l'efficacité du systéme immunitaire et a la condition physique, ces facteurs de stress
supplémentaires peuvent augmenter la susceptibilité d'étre infecté ou co-infecté par plusieurs
parasites (Beldomenico et al, 2008; Borgsteede, 1996). En outre, comme dans un cercle
vicieux, une mauvaise condition physique prédispose I'hdte a de nouvelles infections ce qui
réduit par la suite encore plus sa condition physique et ainsi de suite (Beldomenico et al,
2008; Borgsteede, 1996).

Dans un contexte d’étude intégrée, il est nécessaire de prendre en compte 1’ensemble des
stress qui peuvent interagir ensemble et donc jouer un role important sur la réponse des
animaux face aux pollutions en ETMs. A ce jour, peu d’études ont permis d’étudier les
interactions entre la pollution et les prévalences parasitaires chez la faune sauvage terrestre.
La plupart des études portant sur les interactions entre le parasitisme et la pollution ont été
réalisées sur la faune aquatique (Sures, 2004, 2007). Sures et al (1999) ont estimé qu’il
existait approximativement entre 130 et 150 travaux publiés depuis les années 80 concernant
les interactions entre parasites et pollution, et que la large majorité d’entre eux concernait les
écosystemes aquatiques. Les mécanismes sous-jacents qui relient la pollution et les infections
parasitaires ne sont toujours pas bien compris et plusieurs hypotheses ont été proposées pour
expliquer comment la pollution pouvait influencer le parasitisme (Lafferty, 1997). D'une part,
I'exposition aux polluants, connus pour avoir des effets immunotoxiques (Krzystyniak et al,
1995), tels que certains ETMs (Cd, Pb...), peut réduire 1'immunocompétence et accroitre la
prévalence et/ou la richesse parasitaire chez les hotes (Sures 2004, 2007). D’autre part,
certaines études montrent un effet négatif sur la diversité parasitaire dans certains

écosystemes soumis a diverses pollutions (King et al, 2010; Lafferty, 1997). Parmi les travaux
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résumés dans la syntheése de Sures (2004) (Figure 1.9), certains montrent que les effets de la
pollution sur les populations et les communautés sont variés (augmentation, diminution, pas
d’effet observé). De plus, ces relations pollution-parasitisme apparaissent comme dépendantes
du groupe de parasite considéré, des hotes impliqués et du type de pollution ou de
contamination étudiée (Sures, 2004). Il apparait que malgré un nombre croissant de travaux
publiés sur les interactions pollution-parasitisme, dans les écosystemes aquatiques, il est
aujourd’hui toujours difficile de prédire comment la pollution interagit avec les prévalences
ou les communautés parasitaires chez les hotes concernés. De plus, la majorité des travaux ont

été réalisés sur des écosystemes aquatiques et il semble donc difficile de généraliser les

concepts et hypotheéses décrites dans ces travaux aux écosystemes terrestres.

Parasite group Hast Pollution/contamination Effect on parasites Ref.
Component community Perca fluviatilis {perch) Acidification Reduced parasite diversity 271
Gyrodactylus sp. Hippoglossoides platessoides Contaminated sediments Higher abundance [28)
{Amancan plaice)
Trichodina sp. Hippoglossoides platessoides Contaminated sediments Decreass [28]
Intestinal digeneans Hippoglessoides platessoides Contaminated sediments No effect (28]
Trichodinid ciliates Platichthys flasus Eutrophication Increase in prevalence and [29}
density
Trchodinid ciliates Platchthys flesus Eutrophication, general marine Increase in abundance and 20
pallution Intemsity
Component community Autilus rutilus (roach) and Perca Eutrophication Increase in parasite richness [31]
fluviatilis
Parasite community of snails Physella columibiana (rotund Heavy metals Lower diversity and intensity (32}
physa) and Lymnaes palustris
{marsh snail)
Acanthocephalans Tautogolabnis adspersus Municipal and industrial Inerease in prevalance and [33)
{cunner} effluents intensity
Trichedinid ciliates Gasterosteus asculestus (three- Organic pollution Increase in density [34]
spined stickleback)
Component community Leuciscus cephalus fchub) Organic pollution Decrease in species richnass [35]
Component community Sigrmodon hispidus {cotton rat) Petrochemicals Decreass in number of helminth  [36]
species
Dactylogyrids Rutifug rutilus Pulp and paper mill effluent Reduced abundance and mean [37]
number of species
Rhipidocotyle fennica {Digenea) Rutifus rutilus Pulp and paper mill efflugm Higher abundance and intensity  [38]

Figure 1.9 Effet de la pollution sur les populations ou communautés de parasites (Sures, 2004).

En milieu terrestre les quelques travaux réalisés concernant les interactions entre pollution
et parasitisme ont montré des résultats contrastés. Tersago et al (2004) ont, par exemple,
trouvé une relation positive entre le nombre de nématodes présents dans l'intestin gréle du
mulot sylvestre (Apodemus sylvaticus, Linné, 1758) et les concentrations en Cd dans le foie.
De méme, Halbrook et al (1993) ont montré que les prévalences de Taenia taeniaeformis chez
les rats musqués étaient plus élevées dans les populations habitant un site contaminé par un
mélange de polluants que chez les populations provenant d'un site non contaminé. A I’inverse,
Faulkner et Lochmiller (2000) ont observé une plus faible abondance et une diminution de la
richesse de la communauté d’helminthes chez les rats du coton (Sigmodon hispidus) habitant
un site contaminé par des produits pétrochimiques par rapport a ceux provenant du site

témoin.
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2.4  L'influence du paysage sur la réponse des animaux face aux stress

Les modifications du paysage peuvent aussi avoir de nombreuses conséquences sur la
santé¢ des organismes sauvages. Ces conséquences peuvent €tre directes ou indirectes et
peuvent se répercuter a différents niveaux d’organisation biologique: a 1’échelle de la
communauté avec, par exemple, la destruction de milieu ambiant a cause des feux de foréts
(Zwolak, 2009), a I’échelle de la population avec les inondations saisonnieres de certains
cours d’eau, ou encore a [’échelle individuelle, lorsque la diminution en ressources
alimentaires impacte la santé des animaux (Marchand et al, 2003). Les changements
d’occupation des sols, la destruction des habitats et la fragmentation li€s aux activités
humaines peuvent aussi influencer les dynamiques de population, les mouvements des
animaux, la structure génétique des populations, ainsi que la transmission de parasites chez les
rongeurs (Allan et al, 2003; Deter, 2007; Heyman et al, 2009). Les parametres paysagers
jouent notamment un role important en épidémiologie chez les animaux sauvages (notamment
sur les interactions hotes-pathogenes) (Meerburg et al, 2009) qui est parfois difficile a
distinguer des autres facteurs environnementaux. L impact des activités anthropiques sur le
paysage (changement d’occupation des sols, déforestation, modification des pratiques
agricoles, urbanisation) peuvent interagir avec les prévalences de certaines maladies chez la
faune sauvage (Bradley et Altizer, 2007; Cutler et al, 2010; Daszak et al, 2001; Patz et al,
2000, 2004). Ces facteurs peuvent également agir sur la composition et la dynamique des
populations animales et ainsi influencer la transmission d'agents infectieux (Daszak et al,
2001; Giraudoux et al, 2007, 2008).

D’un point de vue écotoxicologique, les parametres paysagers peuvent moduler
I’exposition et donc I’accumulation et les effets des polluants sur la faune sauvage (Smith et
al, 2007). Dans les paysages hétérogenes, la durée, la fréquence et I’intensité de 1’exposition
peut varier spatialement car le temps passé par les animaux dans un milieu va varier avec
I’occupation du sol (Fritsch, 2010). De plus, en fonction des types paysagers dans lesquels ils
se trouvent, les animaux modifient leur comportement, leurs mouvements, ainsi que leur
régime alimentaire. Ces différences vont moduler 1’exposition et donc induire une
accumulation différentielle en polluants dans les organes cibles en fonction du paysage.
Plusieurs travaux ont par exemple démontré 1’influence de la composition du paysage sur les
relations entre contaminations environnementales et contaminations internes chez les rongeurs
(Fritsch et al, 2010a; Marcheselli et al, 2010; van den Brink et al, 2008; Wijnhoven et al,

2007). Les résultats d’une étude menées par van den Brink (van den Brink et al, 2008) ont
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également montré que si les concentrations environnementales a elles seules n’expliquaient
que peu les concentrations internes mesurées chez les animaux, la répartition des différents
types d’habitats, la structure du paysage et le domaine vital des animaux modulaient

largement les concentrations dans les organes analysés.
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3 Le modele d’étude: le mulot sylvestre

3.1 Utilisation des rongeurs en écotoxicologie

Pour répondre aux multiples questions concernant le devenir et les effets des polluants au
sein des écosystémes, de nombreux modeles biologiques sont utilisés en écotoxicologie. Un
modele d’étude et, plus précisément un bioindicateur, est défini comme un « dispositif destiné
a collecter, systématiquement et régulicrement, des données sur des animaux exposés a la
pollution environnementale. Ces données sont ensuite analysées pour identifier les dangers
potentiels pour la santé de 1'homme et de l'environnement » (selon le National Research
Council, 1991). A la différence des animaux sentinelles ou I’'un des seuls critéres retenus est
la plus ou moins grande abondance d'individus, le bioindicateur fait appel a la variation de
parametres aux niveaux moléculaire, cellulaire ou tissulaire. En écotoxicologie, les modeles
biologiques ont été choisis dans de nombreux taxons et, en écotoxicologie terrestre, les
micromammiferes sont largement utilisés. Ceci provient de leur utilisation massive en
toxicologie humaine mais ce choix est également motivé par plusieurs autres facteurs. En tant
que vertébrés, les rongeurs ont un métabolisme proche de celui des humains. De par leur
proximité génétique avec les humains (90% du patrimoine génétique est partagé entre les
souris de laboratoire et les humains), les souris (originellement issues de 1’espece Mus
musculus) sont en effet largement utilisées afin de prévoir les effets curatifs ou toxiques de
nombreuses molécules pharmacologiques lors de leur mise sur le marché. De plus, le choix
des rongeurs dans de nombreuses études scientifiques est également motivé par des raisons
financieres et techniques. En effet, lors du choix des modeles biologiques, il est indispensable
de prendre en compte les difficultés liées a la capture, a la maitrise de I’élevage (besoin
biologiques des animaux), a la maitrise des lignées, a I’effectif nécessaire, aux difficultés liées
a la contention lors des manipulations, etc.

D’apres les résultats obtenus dans le cadre d’études précédemment réalisées sur le site
de Metaleurop Nord (site d’étude de la présente these), les especes de micrommamiferes les
plus abondantes sont le mulot sylvestre et le campagnol roussatre (Clethrionomys glareolus),
ainsi que la crocidure musette (Crocidura russula) et la musaraigne carrelet (Sorex araneus)
(Fritsch, 2010). De par son abondance et ses caractéristiques biologiques et écologiques, le

modele biologique retenu dans le présent projet est le mulot sylvestre (Figure 1.10).
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Figure 1.10 Modele d’étude retenu, le mulot sylvestre (Crédits photos, http://www.genera.hr).

3.2  Biologie et écologie du mulot

Le mulot sylvestre est un rongeur de la famille des Muridés et de la sous-famille des
Murinés. C’est une des especes les plus anciennes de mammiferes établies en Europe, dont
I’installation est antérieure aux glaciations quaternaires (Butet et Paillat, 1997). De ce fait,
cette espece est largement distribuée dans tout le continent eurasiatique a I’exception du nord
de la Scandinavie. En France, elle est présente sur I’ensemble du territoire, y compris la Corse
et les iles proches des cotes (Butet et Paillat, 1997). D’un point de vue morphologique, le
mulot sylvestre est discernable d’une souris par sa taille et son poids moyen plus élevés,
environ 23 g pour 88 mm (téte et corps inclus) (Butet et Paillat, 1997). Le dimorphisme
sexuel entre male et femelle est peu marqué, mais, a age égal, les femelles sont 1égerement
plus petites que les males. Le sevrage des nouveaux nés a lieu a un mois, pour un poids
avoisinant les 10 g et une longueur de 60 mm et 1’arrét de croissance se situe entre 7 et 9 mois
(Saint-Girons, 1966, 1967).

Le mulot sylvestre constitue 1’espece ubiquiste par excellence, avec la valence écologique
la plus développée au sein des rongeurs (Orsini, 1981). De nombreux auteurs ont souligné la
diversité des milieux qu’il peut fréquenter (Khidas, 1993; Saint-Girons, 1973; Spitz, 1974;
Zejda, 1965). 1l est entre autre considéré comme I’espece pionniere des milieux nouvellement
créés (Dickman et Doncaster, 1989; Halle, 1993). Le mulot utilise I’hétérogénéité de I’espace
en fonction des disponibilités en ressources alimentaires (Angelstam et al, 1987; Montgomery
et al, 1991). Ses préférences en termes d’habitat peuvent donc varier au cours de 1’année
(foréts, haies, milieux agricoles, friches herbacées...). Le mulot sylvestre peut également étre
rencontré dans les habitats largement anthropisés, méme s’il est moins commensal que la
souris commune. Cette espece est considérée comme strictement nocturne et vit la majeure

partie du temps dans des terriers dans lesquels il stocke des réserves de nourriture. La forme et
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la taille du domaine vital varient largement et dépendent de trois parametres principaux :
I’agencement de la végétation, la topographie et la répartition des ressources alimentaires
(Saint-Girons, 1960). Le mulot sylvestre est principalement granivore (Butet, 1986; Hansson,
1985; Montgomery, 1989). Cependant, il n’est pas rare d’observer dans les contenus digestifs
des restes d’animaux (lombrics, escargots, araignées, myriapodes, insectes...) et végétaux
(Obrtel et Holisova, 1979). Certains cas exceptionnels de prédation sur des oisillons ou encore
des cas de cannibalisme ont également été démontrés (Bailey, 1970; Obrtel, 1975).

Le sex-ratio semble toujours légerement décalé en faveur des males, entre 53 et 60% selon
les études (synthese bibliographique dans Butet et Paillat, 1997). La reproduction est
maximale entre juin et juillet et comprend 2 a 9 jeunes par portée, en moyenne 4,5. Au
printemps, les populations de mulots sylvestres sont donc principalement composées d’adultes
puis, au cours de 1I’été, les classes de juvéniles, sub-adultes et adultes tendent a s’équilibrer
(Butet et Paillat, 1997). Les densités maximales sont observées en milieu forestier (jusqu’a 50
ind/ha) mais certaines valeurs extrémes ont déja été observées (100 ind/ha) lorsque le mulot
n’entre pas en compétition avec d’autres especes (Jamon, 1986; Montgomery, 1980; Watts,
1969). L’espérance de vie se situe entre 2 et 4 mois et la durée de vie maximale est de 12 a 15
mois, les mulots ne pouvant apparemment pas supporter plus d’un hiver (Jamon, 1986;
Kolcheva, 1986). La prédation par les rapaces nocturnes et les petits carnivores semble étre la
premiere cause de mortalité de I’espece.

Le mulot apparait comme une espece porteuse de nombreux parasites, notamment des
parasites digestifs et des ectoparasites, tels que les puces, poux et tiques. Gilot (1985) note la
présence de diverses especes de tiques appartenant au genre Ixodes, impliquées dans la
dissémination de nombreuses zoonoses. D’un point de vue épidémiologique, le mulot
sylvestre constitue donc un hote potentiel de pathogenes et, comme de nombreux rongeurs, il
est impliqué dans la transmission de zoonoses éventuellement graves pour I’homme. Il a
notamment été décrit comme porteur de plusieurs maladies bactériennes transmises par les
tiques, la fievre Q, ’anaplasmose ou encore la maladie de Lyme, transmissibles a ’homme
(Barandika et al, 2007).

Parmi les rongeurs utilisés en écotoxicologie, de nombreuses études menées en Europe ces
dernieres décennies ont utilisé le mulot sylvestre comme modele biologique. Cette utilisation
massive du mulot en tant que bioindicateur s’explique par le fait qu’il soit largement répandu
en Europe, omnivore et abondant dans la nature (Rogers and Gorman, 1995), mais également
grace a la sensibilité qu’il présente face aux perturbations anthropiques telles que la pollution

(e.g. Rogival et al, 2006, Sanchez-Chardi et al, 2007, Scheirs et al, 2006, Tersago et al, 2004).
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Le mulot constitue un taxon qui réagit aux perturbations anthropiques et qui est impliqué dans
la transmission de certaines zoonoses a I’homme, il apparait donc comme un modele

biologique pertinent pour le présent projet.
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4 Accumulation des ETMs et réponses des mulots

4.1  Marqueurs d’accumulation des ETMs

Un des tests les plus simples consiste a mesurer la concentration d’un (ou plusieurs)
polluant(s) dans les tissus d’animaux capturés in situ (le long d’un gradient de contamination
par exemple). Ces concentrations dites « internes » peuvent étre comparées a des valeurs
toxicologiques de référence (Shore and Douben, 1994a, 1994b). Dans le cas du Cd et du Pb,
les organes cibles dans lesquels les concentrations sont le plus couramment mesurées sont le
foie et les reins (Shore and Douben, 1994a, 1994b). Pour le Cd, les concentrations moyennes
ou médianes les plus élevées recensées dans la littérature chez le mulot sont de 31,4 + 7,0
ug/g (Beernaert et al, 2007) et 41,4 £ 12,0 ug/g (Scheirs et al, 2006) dans le foie, et de 30,9
pg/g [13,3 — 136,7] (Fritsch et al, 2010b) et 135,7 + 26,9 ug/g (Scheirs et al, 2006) dans les
reins. Dans le cas du Pb, les concentrations les plus élevées rapportées dans la littérature sont
de 3,9 ug/g [0,3 — 14,4] (Fritsch et al, 2010b) et 6,08 + 2,2 ug/g (Tersago et al, 2004) dans le
foie et de 39,7 ug [9,9 — 149,5] (Fritsch et al, 2010b) dans les reins.

Comme vu précédemment, il est nécessaire de développer des méthodes alternatives, non
létales et peu intrusives en écotoxicologie. Malgré I'intérét que représentent les phaneres
(ongles, griffes, poils, plumes...) ou les déjections des animaux en tant que marqueurs
d’accumulation, peu d’études ont été réalisées sur ces matrices. Chez le mulot, seulement
deux travaux ont cherché a évaluer I’utilisation des poils en tant qu’estimateurs des
concentrations internes (Marcheselli et al, 2010; Beernaert et al, 2007). Les résultats sont

présentés dans le Tableau I.1.

Tableau 1.1 Coefficient de détermination entre les concentrations en Cd et Pb dans les poils des mulots et celles

dans le foie et les reins.

Cd Pb Statisti Référen
Foie Reins Foie Reins " austigne clerence
p<001 p<001 p<001 p<0.01 Marcheselli et al
2 P
. R=069 RP=061 R1=032 Re=038 -0 Feason (2010)
& p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 08 Fisher Beernaert et al
R2=0,30 R2=045 R2=0,31 R2=044 (2007)
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4.2 Marqueurs d’effets des ETMs

Divers biomarqueurs ont également été développés afin d’évaluer les effets des polluants
métalliques sur la santé des animaux. Le choix des marqueurs va dépendre du type de polluant
considéré, de son action (cinétique ou a un temps donné), ou du niveau d’organisation
biologique considéré. Le Tableau 1.2 résume 1’ensemble des biomarqueurs qui ont été étudiés
chez le mulot sylvestre dans un contexte de pollution aux ETMs. Parmi ces biomarqueurs
certains se situent :

- au niveau moléculaire, avec I’étude des dommages génétiques (Lourenco et al, 2013;
Sanchez-Chardi et al, 2007; Scheirs et al, 2006),

- au niveau cellulaire, avec 1’étude des concentrations en métallothionéines (Fritsch et al,
2010b; Rogival et al, 2007a), de parametres hématologiques (Rogival et al, 2006; Sanchez-
Chardi et al, 2007; Topashka-Ancheva et al, 2003) ou d’atteintes immunologiques (Tersago
et al, 2004),

- au niveau tissulaire, avec I’étude des altérations histologiques (Martiniakova et al, 2010;
Sanchez-Chardi et al, 2009a) ou des indices somatiques (Sanchez-Chardi et al, 2007; Tersago
et al, 2004),

- au niveau individuel, avec I’étude du statut nutritionnel ou de la condition corporelle
(Gonzalez et al, 2008; Sanchez-Chardi et al, 2007),

- au niveau populationnel, avec 1’étude de la diversité génétique (Berckmoes et al, 2005)

ou de la structure de la population (Dmowski et al, 1995).

Parmi ces biomarqueurs, les indices de condition corporelle/physique et les indices
somatiques sont déja largement utilisés dans le domaine de 1’écologie (Green, 2001; Schulte-
Hostedde et al, 2005). La condition physique est généralement définie comme une mesure de
l'état énergétique ou nutritionnel d'un animal (Green, 2001; Schulte-Hostedde et al, 2001) et
elle permet une évaluation rapide et non intrusive de I’état de santé global des individus
(Stevenson et Woods, 2006). Peu d’études ont évalué la variation de la condition physique
dans un contexte écotoxicologique et les résultats sont contrastés. Une étude a montré que des
mulots habitant une décharge contaminée en ETMs présentaient une diminution de I’indice de
condition physique (Sanchez-Chardi et al, 2007). A I'inverse, pas de différence de condition
corporelle n’a été observée entre des souris (Mus spretus) prélevées sur un site pollué aux
ETMs et sur un site témoin (Nunes et al, 2001). D’autres études menées sur différentes

especes de micromammiferes ont également montré des différences significatives d’indices
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somatiques (masse relative d’un organe par rapport a la masse totale de I'individu) entre
individus capturés sur des sites témoins et des sites contaminés (Fritsch, 2010; Sanchez-
Chardi et al, 2009b). Ces résultats montrent généralement une augmentation de la masse
relative des organes tels que le foie ou les reins sur les zones polluées par rapport aux zones
témoins, suggérant des altérations dans ces tissus (Ma, 1989; Milton et al, 2003; Sanchez-
Chardi et al, 2007, 2009b). Cependant, ces résultats sont contrastés car certaines études ont
montré une diminution des indices somatiques (Nunes et al, 2001) ou n’ont pas pu établir de
lien avec la pollution (Pereira et al, 2006).

Les marqueurs histopathologiques permettent de détecter un effet toxique au niveau
tissulaire et (sub)cellulaire. Des coupes histologiques de foie et de reins de micromammiferes
(rongeurs, insectivores) capturés sur des sites pollués et témoins ont montré des altérations de
ces tissus, en lien avec 1’exposition aux polluants métalliques (Sanchez-Chardi et al, 2008,
2009a, 2009b). Certains parametres hématologiques, issus de prélevements non létaux et peu
intrusifs, sont également considérés comme des marqueurs précoces d’effets toxiques des
ETMs (Rogival et al, 2006). Plusieurs études ont déja indiqué des changements
hématologiques chez des animaux de laboratoire (Bersenyi et al, 2003; Friberg et al, 1986;
Hiratsuka et al, 1996) et chez des micromammiferes sauvages (Gorriz et al, 1996; Nunes et al,
2001) exposés a des ETMs. Méme si ces réponses peuvent varier en fonction de certains
facteurs biotiques, tels que l'age, le sexe ou des différences génétiques (Biser et al, 2004;
Miller, 1996), le comptage des érythrocytes donne une indication générale de 1'état de santé
d'un individu (Tersago et al, 2004). De méme, les mesures d'hématocrite et d'hémoglobine
sont considérées comme des mesures de la capacité de transport de 1'oxygene dans le sang
(Tersago et al, 2004), et le changement du nombre de leucocytes peut €tre interprété comme

une résistance non spécifique a certaines maladies (Rogival et al, 2006).
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Tableau 1.2 Principaux biomarqueurs utilisés et effets observés dus aux ETMs rapportés dans la littérature (présentées anti-chronologiquement) pour A. sylvaticus. Ag = Argent,

Al = Aluminuim, As = Arsenic, Be =, Cr = Chrome, Co = Cobalt, Cu = Cuivre, Fe = Fer, Hg = Mercure, Mg = Magnésium, Mn = Manganése, Mo = Molybdéne, Ni = Nickel, Sr =

Strontium, U = Uranium, Zn = Zinc.

ETMs analysés

Al, Be, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb,
Sr, U, Zn

Cd, Pb, Zn, Cu

Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn

Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo,
Pb, Zn

Cu, Mn, Zn

Cd, Cu, Zn

Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn,
Mo, Pb, Zn

Ag, Al, As, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Ni, Pb, Zn

Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb,
Zn

+ composés organochlorés
Ag, As, Cd, Cu, Pb

Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb, Zn

Effets étudiés

Dommages génétiques

Capacité de séquestration des ETMs

Altérations histologiques

Altérations histologiques

Statut nutritionnel

Capacité de séquestration des ETMs

Condition physique
Atteinte des organes
Hématologiques

Dommages génétiques

Hématologie

Dommages génétiques

Diversité génétique d’une population

Immunotoxicité

Biomarqueurs utilisés

Test des cometes
Expression génétique

Polymorphisme nucléotidique

Concentration de metallothionéine

Longueur et masse du fémur
Coupe histologique du fémur
Coupe histologique de gonade, glande
surrénale, rein, poumon, cesophage, rate, foie,

intestin et pancréas

Indice de masse corporelle

Concentration de metallothionéine

Indice de masse corporelle
Indices somatiques du foie et des reins
Parametres plasmatiques
Test des micronoyaux d’érythrocytes
Hématocrite
Hémoglobine
Comptage globules rouges et blancs

Activité de la lyzosyme

Test des cometes

Microsatellites ADN

Comptage d’endo- et ecto-parasites

Masse de la rate

Effets observés chez les mulots contaminés

Perte d’intégrité de I’ ADN

Surexpression d’un gene impliqué dans I’apoptose

cellulaire
Polymorphisme rencontré chez 2 mulots sur 5

Augmentation avec concentrations en Cd dans le sol et
le foie
Augmentation longueur et masse sur site pollué

Pas d’altération histologique observée

Augmentation des altérations histologiques dans le foie

et les reins

Diminution avec le Cu dans les reins

Augmentation avec concentrations en Cd et Zn

Pas de variation
Pas de variation
Augmentation de certains parametres plasmatiques et

de la fréquence des micronoyaux sur les sites pollués

Diminution de 1’hématocrite

Pas de variation des autres parametres

Dommages génétiques supérieurs chez les animaux

capturés autour de la source de pollution

Pas de différence de diversité entre populations sur site
pollué et t¢moin
Augmentation de la présence de certains parasites

Augmentation de la masse de la rate

Références

Lourenco et al (2013)

Fritsch et al (2010b)

Martiniakova et al (2010)

Sanchez-Chardi et al (2009a)

Gonzilez et al (2008)

Rogival et al (2007a)

Séanchez-Chardi et al (2007)

Rogival et al (2006)

Scheirs et al (2006)

Berckmoes et al (2005)

Tersago et al (2004)
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Cu, Cd, Pb, Zn

Cu, Mn, Se, Zn

Cd, Pb, Zn

Hématologie

Défences antioxydantes

Structure de population

Comptage globules rouges et blancs
Activité de la lyzosyme

Apoptose des globules blancs

Comptage globules rouges et blancs

Morphologie des érythrocytes

Activité enzymatique

Densité d’individus capturés

Diminution des globules rouges

Apoptose précoce supérieure

Pas de variation des comptages
Apparition de granulations basophiles dans les

erythrocytes

Pas de variation

Densités augmentent sur site pollué

Topashka-Ancheva et al (2003)

Lopes et al (2002)

Dmowski et al (1995)
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4.3 Facteurs de variabilité dans les réponses aux stress du mulot

De nombreux parametres peuvent moduler I’accumulation et la réponse des animaux face
aux stress rencontrés. Les caractéristiques individuelles (sexe, age, statut nutritionnel,
diversité génétique, expression phénotypique...) et les facteurs environnementaux (propriétés
physico-chimiques des sols, dégradation des habitats, fragmentation paysagere, variation des
ressources alimentaires...) peuvent notamment jouer un role important sur 1’accumulation et
les réponses aux stress. Dans le cadre d’une approche intégrée, ces parametres doivent étre
pris en compte afin d’améliorer les prédictions entre les concentrations d’un polluant et les
effets néfastes potentiels observés sur la santé des modeles étudiés.

De nombreuses études ont tenté de relier les concentrations internes en polluants avec les
concentrations dans les horizons supérieurs du sol (Beernaert et al, 2007; Fritsch et al, 2010b;
Gonzales et al, 2008; Lopes et al, 2002; Sanchez-Chardi et al, 2009b; van den Brink et al,
2010). Méme si les concentrations dans les sols semblent partiellement gouverner les teneurs
dans les organes cibles, une large partie de la variabilité des concentrations internes observées
n’est pas expliquée par les concentrations environnementales. Tout d'abord, les propriétés du
sol et les caractéristiques paysageres peuvent affecter la biodisponibilité des ETMs (Bradham
et al, 2006; Fritsch et al, 2010a; Marcheselli et al, 2010; Spurgeon et al, 2006; van den Brink
et al, 2008; Wijnhoven et al, 2007), ce qui affecte I’exposition de la faune sauvage. Les
variables individuelles des modeles biologiques étudiés, telles que 1'dge et le sexe, peuvent
également influencer le transfert et I’accumulation des ETMs. Plusieurs études ont déja mis
en évidence une variation des concentrations internes avec 1’dge ou le sexe chez le mulot
sylvestre (Beernaert et al, 2007; Lopes et al, 2002) et dans d'autres mammiferes (Outridge et
Scheuhammer, 1993; Sanchez-Chardi et al, 2007; Scheirs et al, 2006). De méme, la
composition du régime alimentaire peut influencer I’accumulation des polluants (van den
Brink et al, 2011). Tous les facteurs peuvent également varier au cours du temps et dans
I’espace induisant de potentielles différences entre des études réalisées a différentes saisons
ou sur différents sites ne présentant pas les mémes caractéristiques. Lorsque des travaux sont
réalisés sur la faune sauvage, il est donc nécessaire d’avoir des effectifs importants qui
permettent de limiter l'influence de ces variables confondantes sans quoi des erreurs
d’interprétation des résultats peuvent survenir (Gonzélez et al, 2006).

Plusieurs études ont également démontré 1’influence des caractéristiques biologiques sur
les réponses des animaux dans le cadre de contaminations aux ETMs. Ainsi, les indices de

condition corporelle et somatiques, peuvent €tre influencés par 1’age et le sexe des individus
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notamment a cause de certaines allométries de développement (Nunes et al, 2001; Peig et
Green, 2009, 2010). De méme, Jacoby et al (2002) et Kohn et Clifford (2002) ont montré que
les lésions histologiques étaient plus développées avec 1’age chez différentes especes de
rongeurs. Enfin, les parametres hématologiques varient avec les facteurs biotiques tels que
I’age, le sexe ou le patrimoine génétique (Biser et al, 2004 ; Miller, 1996). Au méme titre que
pour la bioaccumulation, I’influence des caractéristiques biologiques sur les biomarqueurs

d’effets doit donc €tre prise en compte afin d’éviter des interprétations erronées.
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5 Objectifs de la these

En intégrant cette étude dans un contexte d’écologie du stress, I’objectif général de cette
these est d’évaluer 1’exposition et les effets des ETMs et du parasitisme sur le mulot sylvestre
et de contribuer au développement de marqueurs non létaux d’exposition et d’effets toxiques.
A travers I'utilisation d’effectifs importants d’animaux (mulots sylvestres) prélevés in situ,
sur plusieurs sites, ce projet a également pour objectif de prendre en compte I’influence des
caractéristiques individuelles (age et sexe) et des caractéristiques paysageres pouvant faire
varier les réponses observées. D’un point de vue opérationnel, les études menées au cours de

la theése ont été réparties en quatre objectifs (Figure I.11).

L’objectif 1 de la these propose d’utiliser les indices de condition corporelle (marqueur
non létal) et les indices somatiques, dans un contexte écotoxicologique, en tant que marqueurs
d’effets des ETMs (Figure 1.11). Pour ce faire, les indices ont été reliés aux concentrations en
Cd et Pb mesurées dans les organes cibles (foie et reins) et dans 1’environnement (sols). A la
différence d’études précédentes, réalisées avec des effectifs faibles et qui ont montré des
résultats contrastés, dans ce projet, 560 mulots récoltés sur 30 sites de capture différents, ont
été analysés, permettant de prendre en compte I’effet du paysage qui peut impacter le statut
nutritionnel. Comme les caractéristiques individuelles (age et sexe) peuvent influencer ces
indices, ils ont été calculés selon une méthode récemment proposée (SMA, standard major
axis regression), cens€e limiter l’effet 1ié aux allométries de développement et au
dimorphisme sexuel sur les indices. Cet objectif a été concrétisé par un article publié dans la

revue PLoS ONE.

L’objectif 2 est de savoir s’il est possible d’utiliser les poils des animaux en tant que
marqueurs non létaux d’exposition (Figure 1.11). Méme si les poils ont déja été proposés
comme un tissu alternatif permettant de mesurer le transfert des ETMs, trés peu d’études ont
été réalisées chez les micromammiferes. De plus, aucune étude n’a pu vérifier la répétabilité
des résultats sur des animaux appartenant a la méme espece mais provenant de populations
différentes. Afin de répondre a cet objectif, les concentrations en ETMs présentes dans les
poils des mulots ont été corrélées aux concentrations dans les organes cibles (foie et reins) et
dans I’environnement (sols). Comme les relations entre concentrations en ETMs dans les poils
et dans les organes cibles ou dans les sols peuvent varier au cours du temps (mues,

changement de régime alimentaire, etc.), 321 mulots ont été capturés au cours de deux
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sessions de capture, I’une ayant eu lieu a I’automne 2010 et 1’autre au printemps 2011. Ce

chapitre est composé d’un article soumis a Ecotoxicology and Environmental Safety.

L’objectif 3 est d’étudier les effets des ETMs sur la santé des mulots a travers deux
marqueurs d’effets (Figure 1.11). A notre connaissance, aucune information concernant les
altérations structurelles causées par une exposition chronique au Cd et au Pb sur le mulot n’est
disponible dans la littérature. Donc, dans une premiere partie, des observations histologiques
ont été réalisées sur des coupes de foie et de reins des mulots (Partie 1). Les altérations
structurelles recherchées ont été décrites comme spécifiques de certaines atteintes causées par
les ETMs et permettent une observation précise des effets néfastes induits. Cependant, ces
analyses nécessitent le sacrifice des individus étudiés. Dans une seconde partie, afin de
développer des marqueurs d’effets non létaux et peu intrusifs, I’'impact des ETMs (présents
dans I’environnement et dans les organes cibles) sur certains parametres hématologiques
(hématocrite, taux de leucocytes, taux d’érythrocytes granulés) a également été étudié (Partie
2). En parallele de ces deux marqueurs, les teneurs en ETMs ont été comparées a des seuils
toxiques de référence afin d’estimer la proportion d’individus présentant des risques accrus de
développer des pathologies a cause des concentrations en Cd et Pb dans les organes. Ce
chapitre est composé de deux articles, I’un publié dans Science of the Total Environment et

I’autre en préparation.

L’objectif 4 s’inscrit dans le développement des approches multi-stress et cherche a
étudier les potentielles interactions entre les concentrations en ETMs et les prévalences
parasitaires chez les mulots (Figure I1.11). Des travaux ont déja été réalisés sur les
écosystemes aquatiques mais il y a un manque d’information concernant les écosystemes
terrestres. De plus, les résultats de ces études sont contrastés et difficilement transposables.
Afin de répondre a cet objectif, un diagnostic parasitaire, comprenant des bactéries transmises
par les tiques et des protozoaires (transmission directe), en partie responsables de zoonoses, a
été réalisé. Les prévalences et la richesse parasitaire ont été reliées aux concentrations en
ETMs dans les organes cibles (foie et reins) et environnementales. Afin d’intégrer certaines
métriques paysageres (diversité, composition, structure) pouvant moduler I’accumulation des
ETMs et les prévalences parasitaires, les individus ont été prélevés sur 7 sites de captures

différents. Ce chapitre est constitué d’un article en préparation.
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Objectif 4. Interactions entre
concentrations en Cd et Pb,
parasitisme et paysage

Gradientde - :

.~

pollution en Cd et Pb ,:’

. s
405 Cadmium
i <1
=X\ [@1-2
£ [El2-s
o [ 5-10
S I 10-15
~%5 [l 15- 20
I 20-35
550
. s0-100

\ . - 100

Gradient de
paysage

T
I
! Prise en compte des variables
1 individuelles (age et sexe)
I
L

Objectif 3. Effets toxiques

aux niveaux histologique et
hématologique.

Figure I.11 Schéma général des objectifs de la présente these.

Obijectif 2. Relations entre
concentrations en Cd et Pb

Agents

dans les organes cibles (foie et

reins) et dans les poils

Poils

Paramétres
matologiques

>
-

—————

Indices

Objectif 1. Relations entre

indices de condition corporelle
et somatiques et
concentrations en Cd et Pb

43



44



II. Matériels et méthodes

45



46



II. Matériels et méthodes

1 Site d’étude

1.1 Contexte socio-économique du bassin industriel du Nord Pas-de-Calais

Le Nord Pas-de-Calais se classe aujourd’hui comme la troisieme région économique
frangaise et elle a toujours été un moteur économique (CCI-NPdC). Apres la révolution
industrielle, son activité, basée sur 1’exploitation du charbon, de I’acier, et du textile, a permis
a cette région de se placer au premier rang national dans ces trois secteurs. L'industrialisation
a notamment été rendue possible grace a 1'abondance des ressources naturelles, des matieres
premicres et a une main d’ceuvre importante. Pendant sa « grande période », le secteur de
I’industrie du Nord Pas-de-Calais était composé de 1300 entreprises et de 39000 salariés
(CCI-NPdC). Cependant, depuis la fin des 30 Glorieuses et de I’¢re industrielle, la
désindustrialisation a 1’échelle francaise s’est en effet traduite par des problemes tres
importants a 1’échelle régionale. A partir de la fin des années 70, les premieres mines,
houilleres et aciéries commencerent a cesser leurs activités. Ce phénomene s’est amplifié

eme

jusqu’a la fin du XX siecle. Depuis quelques années, les politiques locales du Nord Pas-de-
Calais tentent d’effacer les cicatrices profondes de I'industrialisation mais ces traces
persistent, entre autres par la présence de terrils et d’anciens sites industriels plus ou moins

fortement contaminés.

1.2 Contexte environnemental

C’est dans le cadre de la désindustrialisation qu’en 2004 Metaleurop Nord, I'une des
dernieres fonderies de la région, ferma définitivement. Située a Noyelles-Godault (50°25°42
N 3°00°55 E), a proximité de Douai, cette fonderie était spécialisée dans la production, la
transformation et la valorisation des métaux non ferreux : plomb et zinc. Le site de
Metaleurop Nord en activité pendant plus d’un siecle (1895-2003) appartenait a la filiale
frangaise du groupe Metaleurop SA (aujourd’hui renommée Recyclex).

En 2001, cette usine employait plus de 900 salariés et avait une production annuelle de
115 000 tonnes de Pb, de 87 000 tonnes de Zn et de 150 000 tonnes de scories (déchets
solides provenant des opérations de traitement des minerais métalliferes). En 2002, malgré
d'importantes améliorations techniques au cours des années 1970, les rejets atmosphériques
annuels autour de la fonderie étaient encore de 16,9 tonnes de Pb, 31,6 tonnes de Zn et 950 kg
de Cd (Douay et al, 2009; DRIRE, 2003). La contamination des sols induite par Metaleurop

s’étend sur une large zone de plusieurs dizaines de kilometres carrés, partagée entre des zones
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urbaines a forte densité de population (moyenne estimée de 458 habitants par km? autour du
site de Metaleurop Nord), des surfaces agricoles et des zones forestieres (Douay et al, 2009).
Depuis la fermeture des principales usines de la région Nord Pas-de-Calais, les mesures de
concentrations en ETMs dans 1’air indiquent une nette diminution des métaux toxiques rejetés
ces dernieres années (Rapport DREAL). Les concentrations en ETMs dans D'air sont
aujourd’hui proches de la moyenne francai